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論文内容要旨
研究目的
 脊椎動物の頭尾軸に沿った形態形成機構にHOX遺伝子が重要な役割を担っていることが,
 HOX遺伝子の発現パターン解析や遺伝子破壊実験などから明らかとなっている。しかし,HOX
 遺伝子がコードする転写因子が結合し,転写制御している標的遺伝子の知見は乏しい。そこで,
 私はHOX遺伝子が標的遺伝子の転写調節を介して行われる形態形成への寄与を明らかにすべく,
 ニワトリHOXA-4標的遺伝子の分離,同定を行った。
研究結果
 標的遺伝子の分離のため,`η伽。でHOXA-4ホメオドメインタンパク質と結合していると考
 えられる可溶性クロマチンをHOXA-4ホメオドメイン特異抗体で免疫沈降し,沈降分画から
 DNA断片を精製することにより標的遺伝子断片を得るという生化学的手法を用いた。その結果,
 標的遺伝子の候補であるDNA断片の分離に成功し,それらのDNA断片は漉。あroでリコンビ
 ナントHOXA-4タンパク質と強い結合性を示した。また,読流roで強い結合性を示した免疫
 沈降DNA断片にはホメオドメインタンパク質が認識し,結合できると考えられる共通配列が存
 在していた。次に免疫沈降DNA断片をプローブとして標的遺伝子候補DNA断片をカバーする
 ゲノムDNAクローンを分離した。このゲノムDNAクローン中に存在し,HOXA-4タンパク質
 結合部位に隣接する転写単位はHOXホメオドメインタンパク質の標的遺伝子であると考えられ,
 この転写単位に由来するmRNAのcDNAクローンの分離を行った。この標的遺伝子の塩基配列
 を決定し,アミノ酸に翻訳したところ,この遺伝子はプロテインキナーゼをコードしていること
 が明らかとなった。このプロテインキナーゼは特にキナーゼメインにおいて酵母の踊κ1にコー
 ドされるプロテインキナーゼと高い相同性を示した。この新奇キナーゼは酵母のッ読1を相補し
 たことから機能的にもy}4κ1と相同であると考えられ,この標的遺伝子は脊椎動物のyAκ1ホ
 モローダvyAκと命名した。y}4κ1は酵母の増殖に抑制的に作用しているプロテインキナーゼ
 であることから,レy孟κは脊椎動物の細胞増殖や分化の調節に働くと推測された。γy濯ぐ遺伝
 子の部分的なゲノム構造の解析により,クロマチン免疫沈降法で回収されたHOXA-4タンパク
 質結合部位は最も31側のイントロンにあることが判った。また,培養細胞P19を用いたトラン
 ジェントトランスフェクション実験ではこのHOXA-4結合部位を含むイントロン領域は
 HOXA-4タンパク質依存性のエンハンサー活性を示した。このことから生体内でも実際に
 vmKがHOXA-4タンパク質の標的遺伝子となっている可能性が示唆された。論s`施
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 hybridizaむionによりHOXA-4とγ踊κの発現パターンを比較した結果,体節,神経管,中腎,
 消化管,肢芽等の器官で二者の発現がオーバーラップしている領域が観察された。さらにHOX
 遺伝子の中軸骨格形成における役割を解明するために,発生段階の異なるステージにおける体節
 各組織でのγyiAκとHOXA-4の発現パターン解析を行った。その結果,5日胚の体節皮板では
 HOXA-4とγy14κが同じレベルで発現していたが,椎板領域ではHOXA-4の発現が強いのに
 対して"i}4κの発現はHOXA-4の発現に比べて弱かった。また,4日胚でのHOXA-4と
 γyハκの体節各組織での発現パターンや発現量は5、日胚のそれとは異なっていた。肋骨や脊椎
 骨といった中軸骨格は,体節椎板細胞から派生する軟骨凝集醜から形成される。この過程には体
 節細胞の増殖速度が関係すると考えられることから,HOX遺伝子は体節の増殖や分化を決定す
 る遺伝子や細胞分化のタイミングの領域特異的な制御を行っている可能性が考えられた。このこ
 とから体節の各組織でHOXA-4が標的遺伝子vy凶κの発現量を微妙にコントロールすることに
 より,その細胞の増殖や分化決定が行われた結果,領域特異的な中軸骨格が形成されるというモ
 デルが導きだされる。
 研究の意義・独創的な点
 HOX遺伝子の下流にある標的遺伝として細胞の増殖に関与する因子としてγyAκが同定さ
 れた。そして,HOX遺伝子がコードするホメオドメインタンパク質が生体内でγy溢Kの転写
 調節を行うことが明らかとなり,HOX遺伝子と細胞の増殖という現象が結びついた。また,今
 回,クロマチン免疫沈降法という生化学的手法を用いたHOX遺伝子の標的配列分離の際に加
 。`乙roでの結合性やHOXホメオドメインタンパク質の共通標的配列の有無といったクライテリ
 アをもうけ効率良く標的遺伝子候補断片を選別した結果,標的遺伝子の分離に成功したと考えら
 れる。
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 審査結果の要旨
 脊椎動物のHoエ遺伝子は,その胚における発現パターンや遺伝子破壊したマウスの変異体の
 解析など個体レベルの研究から,形態形成に重要であることが分かっているが,丑10∬遺伝子が
 コードする転写因子としてのホメオドメイン蛋白がどのような遺伝子を標的として制御している
 かは全く明らかではない。吉田渉は,ニワトリHo劣遺伝子のひとつであるH砿α一4の標的遺伝
 子の分離・同定を試みた。そのため,生体内でHOXA-4蛋白が結合していると考えられるクロ
 マチンを断片化し,抗HOXA-4特異抗体で免疫沈降し,沈降分画からDNA断片を精製し,ク
 ローニングした。そして,この遺伝子断片をプローブとして,標的遺伝子の候補となるゲノム
 DNAをクローニングした。このゲノムDNAクローンにHOXA-4蛋白が認識する特異的DNA
 配列が存在することを確認し,これに隣接するDNA断片をプローブとして,cDNAライブラリー
 から,その転写単位となるmRNAコード領域をクローニングすることに成功した。このcDNA
 クローンの塩基配列から,この遺伝子が新しい蛋白キナーゼをコードしていることが明らかとなっ
 た。この蛋白キナーゼは酵母のYAK1のコードされる遺伝子と高い相同性を示し,酵母のyak1
 変異を相補したので,機能的にもYAK1と同等であると考え,脊椎動物YAK1(VYAK)と命
 名した。ゲノム構造の解析からHOXA-4の結合サイトはこの遺伝子の3'側のイントロン内にあ
 り,トランスフェクション実験から,この結合領域が確かにHOXA-4蛋白により制御されるエ
 ンハンサー活性を持っていることを証明した。さらに,漉s`施hybridizationにより,HOXA-4
 蛋白の発現とγy河K遺伝子の発現がいくつかの組織でオーバーラップしていることが分かった。
 また,HOXA-4蛋白の標的遺伝子であるyy}4K遺伝子が,蛋白キナーゼであることから,細胞
 増殖制御に関与していることが予測され,Hoコ`遺伝子の新しい制御メカニズムが明らかとなっ
 た。
 このように,吉田渉の研究成果は,1了。∬遺伝子の新しい標的遺伝子を単離し,形態形成の遺
 伝子制御機構に重要な知見を加えたと考えられ,発生生物学,分子生物学研究に大きく貢献し,
 学位論文に値するものと判定する。
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